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Materiel biologique pour la preparation de compositions 
pharmaceutiques destinees au traitement de mammi feres 



La pr^sente invention concerne le ciomaine de la th^rapie 
5 gSnique appliquSe & 1' immunoth^rapie sp^cifique, plus 
particulifcrement dans le cadre de traitements de maladies dont 
1' agent responsable est un organisme pathog^ne, tel que 
notamment un agent bact^rien, parasitaire ou viral, ou dans le 
cadre du traitement du cancer. Plus particulifcrement, 

10 1' invention concerne le transfert dans des cellules tumorales 
ou infect^es par un agent pathogfcne, de sequences d'acide 
nucl6ique codant pour tout ou partie d' anticorps de sorte que 
les cellules g6n6tiquement modifies par ces sequences d'acide 
nuclSique expriment £ leur surface lesdits anticorps, et plus 

15 particulifcrement des anticorps capables de se fixer & un 
polypeptide present d la surface d'une cellule effectrice 
cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper et impliqu6 dans le 
proc£d£ deactivation d'une telle cellule. 

Depuis longtemps, la th^rapie g4nique a £tG propos^e pour 
20 corriger les d^sordres observes dans le cadre des maladies 
g6n6tiques. Ces maladies s'expliquent en particulier par un 
disfonctionnement de 1' expression de g£nes sp6cifiques ou par 
1' expression de polypeptides mut^s non fonctionnels dans au 
moins un type cellulaire. La thSrapie g^nique consiste dans ce 

"25 cas £ transMrer datlS dfc$ WllUles cibles sp6cifiques extraites 

puis r^introduites dans le corps humain, ou directement dans les 
organes affect6s, 1' information g6n6tique capable de corriger 
le d6faut observe. II pourra s'agir par exemple du g&ne codant 
pour la prot^ine CETR dans le cas de la mucoviscidose ou du g£ne 
30 codant pour la dystrophine dans le cas de la myopathie de 
Duchenne. D ans le cadre de c^Lte approche, 1 'information 



g6n6tique est introduite soit In vitro dans une cellule extraite 
de l'organe, la cellule modifi6e 6tant ensuite r^introduite dans 
l'organisme (proc6d6 ex vivo), soit directement in vivo dans le 
35 tissu appropri6. De nombreuses publications d^crivent la raise 
en oeuvre de protocoles de th^rapie g^nique afin d'obtenir dans 
les cellules cibles 1' expression d'une protSine pr^sentant un 
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int6r£t th^rapeutique par introduction de 1' information 
g£n£tique correspondante . 

Toutefois, l'int6r£t de ce type de th£rapie ne se borne 
pas au traitement des affections purement g6n6tiques et peut 
5 6galement permettre 1' Elimination de tumeurs, ou d'agents 
pathog^nes, tels que les agents bacteriens ou viraux, ou de 
cellules infect£es par de tels agents pathog&nes, ou d d4faut 
de retarder leur progression. 

La r6ponse inunune dirig6e contre un antig^ne sp6cifique 

10 peut fitre divis£e en deux categories distinctes, l'une mettant 
en jeu les anticorps (r£ponse immune de type humoral), 1' autre 
les cellules effectrices cytotoxiques telles que par exemple les 
macrophages, les lymphocytes cytotoxiques (CTL) ou les cellules 
tueuses (NK) ainsi que les lymphocytes T helper, notamment les 

15 LTCD4 (r^ponse immune de type cellulaire) . Plus 
particuliferement, les deux types de r6ponses se distinguent en 
ce que les anticorps reconnaissent les antigfcnes sous leur 
forme tridimensionnelle alors que les lymphocytes T, par 
exemple, reconnaissent des portions peptidiques desdits 

20 antig^nes, associ6s & des glycoproteines cod£es par les g£nes 
du complexe majeur d' histocompatibility (ou CMH) , notamment les 
g£nes du complexe majeur d' histocompatibility de type I qui sont 
exprim^s de fa^on ubiquitaire & la surface des cellules ou les 
gfenes du complexe majeur d' histocompatibility de type II qui 

Y5 sont exprimes cTe f ae?on specif ique a la surrace aes cellules 
impliqu^es dans la presentation des antigfcnes (APC) . 

Selon un premier aspect, la r^ponse immune de type 
cellulaire est caract6ris£e en ce que les cellules T de type 
CD4+ (cellules T «helper») , suite & un ph^nom^ne d' activation 

30 bien connu (pour une revue voir Alberola-Ila, 1997, Annu. Rev. 
Immunol., 15, 125-154) produisent des cytokines qui k leur tour 
induisent la proliferation de cellules APC capables de produire 
lesdites cytokines ; la dif f erenciation cellulaire des 
lymphocytes B capables de produire des anticorps sp£cifiques ; 

35 et la stimulation des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) . Selon 
un second aspect de la reponse immune cellulaire, les cellules 
effectrices cytotoxiques telles que par exemple les lymphocytes 
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de type CD8+ (CTL) sont actives a) aprfcs interaction avec des 
peptides antigeniques fixes sur et pr£sentes par les 
glycoproteins portees par les cellules ubiquitaires et codees 
par les genes appartenant au systeme CMH I, et b) eventuellement 
5 par les cytokines produites par les CD4+. Les CTL ainsi actives 
sont alors capables de detruire les cellules exprimant ledit 
peptide antigenique. 

Dans le cas particulier des cancers, Hellstrom et al w 
(1969, Adv. Cancer Res. 12, 167-223) ont montxe que la defense 

10 de 1'organisme £ l'egard des tumeurs repose tout 
particulierement sur la reponse immunitaire mettant en jeu les 
lymphocytes T, notamment les lymphocytes T cytotoxiques . 
Toutefois, de nombreux travaux ont montre que la plupart de ces 
effecteurs immunitaires, specifiques ou non, sont inefficaces 

15 pour permettre 1' Elimination ou 1' arret dp progression d'une 
tumeur. C'est la raison pour laquelle il est souhaitable de 
disposer d'une methode de stimulation de la reponse immune 
dirigee contre les tumeurs, et plus particulierement de la 
reponse faisant intervenir les lymphocytes cytotoxiques CTL, 

20 afin de disposer de methodes de prevention ou de traitement des 
etats cancereux plus efficaces. De manifcre identique, il a ete 
montre que le systeme immunitaire est souvent inefficace dans 
le cas d' infections, virales notamment, voir par exemple le cas 
des infections dues au VIH (Virus de 1' Immunod£f icience 

25 Humaine) . 

Selon une premiere alternative, il a ete propose 
d' adapter les procedes de th6rapie g^nique d6j& bien connus et 
de transferer dans les cellules cibles, plus particulierement 
les cellules cancereuses, des genes inununostimulateurs 
30 (immunotherapie) susceptibles d'induire ou d'activer une reponse 

immune & mediation cellulaire a l'egard de la tumeur, de genes 

codant pour les cytokines (Colombo et al., 1994, Immunology 
Today, 15, 48-51), de genes cytotoxiques conf&rant une toxicite 
aux cellules les exprimant, par exemple le gene tk du virus 
35 Herpes Simplex de type 1 (HSV-1), ou d' anti-oncogenes, tels que 
par exemple le gene associe au retinoblastome ou p53, ou de 
polynucleotides capables d'inhiber l'activit.6 d'un oncogene, 
tels que par exemple les molecules antisens ou les ribozymes 
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capables de degrader les ARN messagers Sf>ecifiques des 
oncogenes. Cependant, dans la majority des cas , les cellules 
ainsi modifies manquent de sp6cificite vis-A-vi-s de la tumeur 
et ne permettent pas une approche therapeutique satisf aisante . 

5 Une autre approche a egalement ete propos 6e alliant les 

avantages de la therapie genique et la mi_se en oeuvre 
d'anticorps specif iques. Au cours des dernifc res annees de 
nombreux antigfcnes tumoraux ont.ete caracteris$3 qui ont plus 
particulierement permis 1' identification d'anticorps, notamment 

10 d'anticorps monoclonaux specif iques de ces antig£nes. Par 
ailleurs, la production in vitro d'anticorps, de fragments 
d'anticorps ou de derives d'anticorps tels que les anticorps 
chimferes, par genie genetique, dans des cellulei s eucaryotes a 
ete decrite (EP 120 694 ou EP 125 023) . Ainsi, de nombreuses 

15 strategies therapeut iques ont ete proposees, pa r exemple pour 
le traitement ou la prevention de lymphomes B (^efenof et al., 
1993/ Current Opinion in Immunology, 5 , 740-744) , reposant sur 
1' administration au patient d'anticorps therapeatiques ciblant 
des antigfcnes tumoraux afin de neutraliser 1' agent causal de la 

20 maladie. Malheureusement, ces anticorps bien qmae tr£s utiles 
pour la detection et le diagnostic des cancers se sont reveies 
non satisf aisants d'un point de vue therapeimtique car ils 
conduisent, par exemple, & des reactions immmjnes limitees, 
dirigees uniquement d l'encontre d' epitopes immu-inqdominants ou 

25 contre des antigfenes presentant une grande variability. 

La demande de brevet internationale (WO 9M/29446) decrit 
l'expression intracellulaire de sequences d'ADN -codant pour des 
anticorps- Cette approche permet d'envisager une therapie 
genique reposant sur le ciblage de composants cellulaires non 
30 accessibles par les methodes de vaccination et se caracterise 

en c e que — 1' approche decrite — n' implique pas — Is — developpement 

d'une reponse immunitaire, agit intracellulaS.rement et par 
consequent ne permet pas le traitement efficace- de tumeurs . 

La demande de brevet internationale (WO 98/31808) 
35 concerne au contraire l'expression in vivo de gfenes codant pour 
des anticorps ou des fragments d'anticorps pamr des cellules 
capables de s6cr6ter lesdits anticorps dans la circulation 



i 



5 



sanguine du mammiffcre porteur des cellules g£n6tiquement 
modifies par le g6ne codant pour 1' anticorps. L'avantage de 
cette invention repose sur la possibility de maintenir sua: le 
long terrae un niveau basal d' anticorps dans le patient tradtS. 

5 Nous avons maintenant montrS qu'il est possible de 

rediriger la rEponse immunitaire cellulaire en exprimant a la 
surface de cellules cibles, notamment tumorales ou infect&s par 
un agent pathog£ne, tout ou partie d'un anticorps capable se 
fixer a un polypeptide present a la surface de cellules 

10 effectrices cytotoxiques ou de lymphocytes T helper. E>lus 
particulifcrement, nous avons montr£ . que selon la pr^sente 
invention, ces cellules cibles g6n6tiquement modifJL6es 
permettent de diriger 1' activation des cellules effectrices 
cytotoxiques ou de lymphocytes T helper, d'augmenter 1'eJEfet 

15 cytotoxique de ces cellules, notamment activ^es, a l'6gard des 
cellules cibles, de dynamiser la r^ponse immune a mediation 
cellulaire se produisant naturellement a l'6gard des cellules 
tumorales ou infectEes, g£n£tiquement modifiSes ou non. Ceci 
peut ainsi se traduire par la lyse et 1' Elimination desdmtes 

20 cellules cibles, des cellules voisines et a terme par 
l'Elimination de la tumeur ou de 1' infection. 

La pr^sente invention concerne en premier lieu un 
materiel biologique pour la preparation de compositions 
pharmaceutiques destinies au traitement de manunif^res 
-35 c o mpr e nant : = : 

- soit au moins une sequence d'acide nuclSrique 
contenant au moins un g£ne d'int6r€t th^rapeutique et des 
Elements assurant 1' expression dudit g£ne in vivo dans des 
cellules cibles destinies a Gtre g£n6tiquement modifies par 

30 ladite sequence d'acide nucl^ique ; 

- soit au moins une cellule de mammiffcre ne produi sant 
pas naturellement des anticorps et g6n£tiquement modifies in 
vitro par au moins une sequence d'acide nucl£ique pr£c£der»te, 

caract6ris£ en ce que ledit gfcne d'int6r£t th^rapeut ique 
35 code pour tout ou partie d'un anticorps qui sera exprim6*£ la 
surface de ladite cellule de mammiffcre et en ce que 1 edit 



anticorps est capable de se fixer £ un polypeptide present d ]_a 
surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte 
T helper, et impliqu6 dans le proc£d6 d' activation d' une telLe 
cellule. 

5 Par «s6quence d'acide nucl6ique», on entend designer i*n 

fragment d'ADN et/ou d'ARN, double brin ou simple brin, lin^aicre 
ou circulaire, naturel isol6 ou de synthase, d^signant i»n 
enchalnement precis de nucleotides, modifies ou non, permettarat 
de d6finir un fragment ou une region d'un acide nuclGique satis 
10 limitation de taille. Selon un mode de realisation pr6f6r6, i-1 
s'agit d'un acide nucl^ique choisi parmi le groupe consistamt 
en un cADN ; un ADN g£nomique ; un ADN plasmidique ; un AieN 
messager. 

Selon 1' invention, ladite «s£quence d' acide nucl6ique» 
15 comprend au moins un «gfcne d'int^rGt th6rapeutique» et des 
elements d' expression dudit g6ne d'intSrSt. Un tel «g6nae 
d'intSrfit th6rapeutique» code notamment pour tout ou partie d'an 
anticorps transmembranaire natif , ou pour un d£riv£ d'un tel 
anticorps, pour autant que ledit anticorps, fragment ou d£riw6 
20 d' anticorps soit exprim6 A la surface de la cellule cible cde 
mammiffcre g£n£tiquement modifi6e et en ce que ledit anticorpss 
est capable de se fixer d un polypeptide present A la surface 
d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper 
et implique dans le proc6d£ d'activation d'une telle cellule. 
~25 Plus particulifcrement, par «f ragment» d' anticorps on entend 
designer les fragments F(ab) 2 , Fab', Fab, sFv (Blazar et al— , 
1997, Journal of Immnunology, 159, 5821-5833 ; Bird et al— , 
1988, Science, 242, 423-426) d'un anticorps natif et par 
«d6riv6» par exemple un d6riv6 chim^rique d'un tel anticorgps 
30 (voir par exemple les chim^res les anticoprs anti CW)3 

S o uris/H o mme dans Arakawa e t al., — 1 996 , J. Bioch e m., 120, 6 5 ""7 — 

662 ou les immunotoxines telles que sFv-toxine de Chaudary »^t 
al., 1989, Nature 339, 394-397). Par «anticorps tran. s- 

membranaire» on entend designer un anticorps dont au moins la 
35 region fonctionnelle capable de reconnaltre et de se fixer k s on 
antigfcne sp£cifique est exprim^e & la surface des cellul es 
cibles pour permettre lesdites reconnaissance et fixation. Pl.us 
particuli^rement, les anticorps selon la pr^sente inventi on 
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consistent en des polypeptides de fusion comprenant les amino 
acides d£finissant ladite region fonctionnelle et une sequence 
d' amino acides (polypeptide transmembranaire) permettant 
l'ancrage au sein de la double couche lipidique membranaire de 
5 la cellule cible ou a la surface externe de cette bi-couche. Les 
sequences nucleiques codant pour de nombreux polypeptides 
transmembranaires sont decrites dans la litterature. Selon un 
cas prefere de 1' invention, ledit polypeptide transmembranaire 
est selectionne parmi le groupe consistant en une glycoproteins 

10 une lipoproteine, en un recepteur tel que tout ou partie des 
complexes evoques plus loin dans la demande (CD4, Fc, gpl60 du 
VIH par exemple), et plus particulierement parmi le groupe 
consistant en la glycoproteine du virus de la rage (demande de 
brevet frangais n° FR 97 09152), le CD4 (Weijtens et al., 1998, 

15 Gene Therapy, 5, 1195-1203), la gpl60, le Fc. Selon un cas tout 
d fait avantageux, la sequence d'acide nucleique codant pour la 
chalne lourde de l'anticorps sera fusionnee avec la sequence 
d'acide nucleique codant pour undit polypeptide 
transmembranaire • 

20 Par «elements assurant 1' expression dudit gene in vlvo», 

on entend designer les elements necessaires afin d' assurer 
1' expression dudit gene apres son transfert dans une cellule 
cible. II s'agit notamment des sequences promotrices et/ou des 
sequences de regulation efficaces dans ladite cellule, et 

-25 e v e ntu e ll e ment le« o6qucnccs r e quia e a po ur penue Lire 

1' expression £ la surface des cellules cibles dudit polypeptide. 
Le promoteur utilise peut Stre un promoteur viral, ubiquitaire 
ou specif ique de tissu ou encore un promoteur synthStique. A 
titre d' exemple, on mentionnera les promoteurs tels que les 
30 promoteurs des virus RSV (Rous Sarcoma Virus), MPSV, SV40 

(Simian Virus), CMV (Cytomegalovirus) ou du virus de la vaccine, 

les promoteurs du gene codant pour la creatine kinase 
musculaire, pour l'actine, pour le surfactant pulmonaire. II est 
en outre possible de choisir une sequence promotrice specifique 
35 d'un- type cellulaire donne, ou activable dans des conditions 
definies. La litterature procure un grand nombre d # informations 
relatives A de telles sequences promotrices. Par ailleurs, ledit 
acide nucleique peut comprendre • au moins deux sequences, 



8 



identiques ou dif f ^rentes, presentant une activity de promoteur 
transcriptionnel et/ou au moins deux g&nes, identiques ou 
dif f brents, situ6s 1'un par rapport d 1' autre de manifcre 
contigufc, eioignee, dans le m§me sens ou en sens inverse, pour 
5 autant que la fonction de promoteur transcriptionnel ou la 
transcription desdits genes ne soit pas affectee. De meme, dans 
ce type de construction d'acide nucieique, il est possible 
d'introduire des sequences nucieiques «neutres» ou introns qui 
ne nuisent pas la transcription et sont 6piss6es avant l'etape 

10 de traduction. De telles sequences et leurs utilisations sont 
d6crites dans la literature (WO 94/29471). Ledit acide 
nucieique pourra egalement renf ermer des sequences requises pour 
le transport intracellulaire, pour la replication et/ou pour 
1' integration, pour la transcription ou la traduction. De telles 

15 sequences sont bien connues de l'homme de l'art. Par ailleurs, 
les acides nucieiques utilisables selon la pr^sente invention 
peuvent egalement etre des acides nucieiques modifies de sorte 
qu'il ne leur est pas possible de s'integrer dans le genome de 
la cellule cible ou des acides nucieiques stabilises £ l'aide 

20 d' agents, tels que par exemple la spermine, qui en tant que tels 
n'ont pas d'effet sur 1'efficacite de la transfection. 

Selon un premier mode de realisation de 1' invention, la 
sequence d'acide nucieique est une sequence d'ADN ou ARN nue, 
c'est £ dire libre de tout compose facilitant son introduction 

25 dans les cellules (transfert de sequence d' acide nucieique). 
Toutefois, afin de favoriser son introduction dans les cellules 
cibles afin d'obtenir les cellules genetiquement modifi6es de 
1' invention, cette sequence d'acide nucieique peut etre sous la 
forme, d'un vecteur, et plus particulierement sous la forme d'un 

30 vecteur viral tel que par exemple un vecteur adenoviral, 
retroviral, un vecteur derive d'un poxvirus, notamment derive 
du virus de la vaccine ou du Modifed virus Ankara (MVA) ou cr un 
vecteur non-viral tel que par exemple un vecteur consistant en 
au moins une dite sequence d'acide nucieique complex6e ou 

35 conjuguee & au moins une molecule ou substance porteuse 
seiectionnee parmi le groupe consistant en un amphiphile 
cationique, notamment un lipide cationique, un polymere 
cationique ou neutre, un compose polaire protique notamment 
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choisi parmi le propylene glycol, le polyethylene glycol, le 
glycerol, 1'ethanol, la 1-methyl L -2-pyrrolidone ou leurs 
derives, et un compose polaire aprotique notamment choisi parmi 
le dimethylsulfoxide (DMSO) , le diethylsulf oxide, le di-n- 
5 propylsulfoxide, le dimethylsulfone, le sulfolane, la 
dimethylformamide, le dimethylacetamide, la tetramethyluree, 
1'acetonitrile ou leurs derives. 

Par ailleurs, de tels vecteurs peuvent en outre 
comprendre des elements de ciblage pouvant permettre de diriger 
10 le transfert de sequence d'acide nucleique vers certains types 
cellulaires ou certains tissus particuliers (cellules tumorales, 
cellules de 1' epithelium pulmonaire, cellule hematopoletique, 
cellule musculaire, cellule nerveuse. . . ) • lis peuvent egalement 
permettre de diriger le transfert d'une substance active vers 
15 certains compartiments intracellulaires preferes tels que le 
noyau et les mitochondries, par exemple. II peut en outre s'agir 
d' elements facilitant la penetration k l'interieur de la cellule 
ou la lyse des endosomes. De tels elements de ciblage sont 
largement decrits dans la litterature. II peut par exemple 
20 s'agir de tout ou partie de lectines, de peptides, notamment le 
peptide JTS-1 (voir demande de brevet WO 94/40958), 
d' oligonucleotides, de lipides, d' hormones, de vitamines, 
d'antigenes, d'anticorps, de ligands specif iques de recepteurs 
membranaires, de ligands susceptibles de reagir avec un anti- 
25 ligand, de peptides f usogeniques, de peptides de localisation 
nucleaire, ou d'une combinaison de tels composes. En 
particulier, il peut s'agir de residus galactosyl permettant de 
cibler le recepteur des asialoglycoproteines k la surface des 
cellules hepatiques, de ligands pouvant interagir avec des 
30 recepteurs tels que des recepteurs de facteurs de croissance, 
des recepteur de cytokines, de lectines, de proteines 

d ; adhesion, il peut egalement s'agir d'un fragment d'anticorps 

tel que le fragment Fab, d'un peptide fusogenique INF-7 derive 
de la sous unite HA-2 de 1' hemagglutinine du virus influenza 
35 (Plank et al., 1994, J. Biol. Chem. 269, 12918-12924), d'un 
signal de localisation nucleaire derive de l'antigfcne T du virus 
SV40 ou de la proteine EBNA-1 du virus Epstein Barr. 
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Selon 1' invention, l'anticorps exprim6 a la surface des 
cellules cibles est capable de se fixer a un polypeptide present 
a la surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un 
lymphocyte T helper, notamment un lymphocyte T helper CD4, et 
5 impliqu6 dans le proc£d6 d' activation d'une telle celluile, et 
plus particuli^rement a un r^cepteur directement impliq^u6 dans 
un tel proc6d6. Comme cela est d^crit pr£c§demment, ce ptv6nom6ne 
deactivation des cellules effectrices cytotoxiques ou de 
lymphocytes T helper est un 616ment determinant de la reaction 
10 immunitaire a mediation cellulaire. Toutefois, il convdLent de 
remarquer que dans le cadre de la mise en oeuvre de la p r6sente 
invention, il n'est pas indispensable que le iproc6d6 
d' activation ait lieu apr6s la fixation par l'anticorps exprim6 
selon 1' invention a la surface des cellules cibles. En effet, 
15 conformSment a 1' invention, cet anticorps peut £galement se lier 
aux peptides tels que d^finis mais presents sur des c-ellules 
effectrices cytotoxiques ou de lymphocytes helper d6ja a~ctiv£s. 
Par «cellules effectrices cytotoxiques» on entend d6sig ner les 
macrophages, les lymphocytes T cytotoxiques <TCL) et les 
20 cellules tueuses (NK) , ainsi que leurs cellules d6riv£es=. telles 
que par exemple les LAK, (*Versteeg, 1992, Immunology To<3ay, 13, 
244-247 ; Brittende et al., 1996, Cancer 77, 1226-1243 ; Poplack 
et al., 1976, Blood 48, 809-816). Par «lymphocytes T h^elper», 
on entend designer notamment les CD4 qui permettentz: apr£s 
25 activation la s6cr£tion de facteurs d' activation des csellules 
effectrices de la rSponse immune (voir plus avanc) - Les 
polypeptides, et notamment les r6cepteurs, exprim£s a la surface 
de ces cellules et qui sont impliqu^s dans l'activa tion de 
telles cellules consistent notamment en tout ou pazrtie du 
30 complexe TCR, plus particulifcrement le TCR-a, le TCR- P ou le 
CD3 , tout ou partie des complexes CD8, CD4, CD28, LFA-n, 4-1BB 

(Melero et al., 1 9 98, Eur. J. Immunol., 28, 1116-1121) * , CD47, 

CD2, CD1, CD9, CD45, CD30, CD40, tout ou partie des r§c=epteurs 
de cytokines (Finke et al . , 1998, Gene Therapy, 5, 31-39), 
35 telles que IL-7, IL-4, IL-2, IL-15 ou GM-CSF, tout ou p~artie du 
complexe r6cepteur des cellules NK tel que par exemple Val4NKT 
(Kawano et al., 1998, Immunology, 95, 5690-5693), NKA», Nkp46 
(Pessino et al., 1998, J. Exp. Med., 188, 953-960), Nkp-44, tout 
ou partie des r6cepteurs de macrophages tels que par exremple le 
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r£cepteur Fc (Deo et al., 1997 f Immunology Today, 18, 127-135). 
Selon un mode de realisation particulier, il est 6galement 
possible d'envisager de modifier g£n£tiquement , notamment in 
vivo, les cellules effectrices cytotoxiques ou les lymphocytes 
T helper de fagon d ce qu'elles expriment £ leur surface un 
polypeptide, naturelle*nent non exprim6 par ces cellules, et 
capable d' induire le proc6d£ d'activation de telles cellules, 
par ^introduction dans ces cellules de sequences d'acide 
nuclSique renfermant le g£ne codant pour un tel polypeptide. 
Conform^ment & la pr6sente invention, il est alors possible de 
s^lectionner une sequence d'acide nucl^ique contenant un gfcne 
d' int^rfit th^rapeutique codant pour tout ou partie d'un 
anticorps susceptible d'etre exprim£ & la surface des cellules 
cibles du patient & traiter, ledit anticorps 6tant capable de 
se fixer & un tel polypeptide naturellement non exprim£ par ces 
cellules effectrices cytotoxiques ou lymphocytes T helper. 

Plus particuli^rement, la pr^sente invention repose sur 
la possibility de doner les gfcnes codant pour tout ou partie 
d'un anticorps et d'exprimer ledit anticorps dans des cellules 
apr£s transfert desdits gfcnes dans lesdites cellules & partir 
des vecteurs tels que dScrits pr£c6demment . La literature 
propose un grand nombre d'exemples de g6nes codant pour des 
anticorps capables de r£agir avec de tels polypeptides ou 
r^cepteurs. II est d la portee de l'hoirune de l'art d'obtenir les 
25 sequences d'acides nucleiqn es rndant ponr rift tels antirnrpft- 
Citons pour exemple les genes codant pour les chaines 16g6re 
et lourde de 1' anticorps YTH 12.5 (anti CD3) (Routledge et al., 
1991, Eur. J. Immuno. 21, 2717-2725), de 1'anti CD3 selon 
Arakawa et al., 1996, J. Biochem., 120, 657-662). Les sequences 
d'acide nucl^ique de tels anticorps sont ais^ment identif iables 
& partir des bases de donn£es commun&nent utilises par l'homme 



du metier. 

II est 6galement possible, & partir d'hybridomes 
disponibles auprfcs de l'ATCC et qui s^crfctent des anticorps 
sp6c*ifiques de polypeptides presents k la surface de cellules 
effectrices cytotoxiques ou de lymphocytes T helper et impliqu6s 
dans le proc6de d'activation de telles cellules (par exemple un 
hybridome excrStant des immunoglogulines Gy2b+K dirig^es contre 
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les r6cepteurs du TCR) , de doner les sequences d' acides 
nucleiques codant pour les chalnes lourdes et/ou legeres de ces 
differents anticorps par les methodes d' amplification telles que 
la RT-PCR a l'aide d' oligonucleotides specif iques ou les 

5 techniques mettant en oeuvre des banques de cADN (Maniatis et 
al., 1982, Molecular cloning. A laboratory manual. C.S.H. 
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York) . Les sequences ainsi 
clonees sont alors disponibles pour leur clonage dans des 
vecteurs. Selon un cas prefere de 1' invention, la sequence 

10 d'acide nucleique codant pour la chaine lourde de 1' anticorps 
est fusionnee par recombinaison homologue avec la sequence 
d'acide nucleique codant pour un polypeptide transmembranaire 
tel que la glycoproteine rabique (ces techniques de biologie 
rooleculaires sont parfaitement decrites dans la demande de 

.15 brevet francais n° FR 97 09152) ou la gpl60 (Polydefkis et al., 
1990, J. Exp. Med., 171, 875-887). 

Parmi les cellules cibles de mammifere que 1' invention se 
propose d'eliminer ou de limiter dans leur progression, on peut 
citer plus specif iquement les cellules tumorales, les cellules 
20 infectees par un agent pathogene viral ou les cellules infectees 
par un agent pathogene bacterien. Selon 1' invention, 
1' expression a la surface de ces cellules de tout ou partie d'un 
anticorps capable de se fixer a un polypeptide present a la 
surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte 

-25 t h e lp e r et impliqu e dan s le procedfr ri' activ a t i on d'une telle 

cellule, permet de diriger la reponse immune cytotoxique vers 
une cible donnee, et plus particulierement de diriger cette 
reponse au niveau d'une tumeur ou d'un foyer infectieux. 

A titre d'»agent pathogene viral» on peut par exemple 
30 citer le virus VIH, EBV, CMV, le virus de 1' hepatite et les 

papillomasvirus. Par «a ge nt p athogene parasitair e », on peut p a r 

exemple citer Leishmania lesmaniae et Plasmodium falciparum. 

Selon un mode de realisation particulier, 1' invention 
concerne un materiel biologique constitue par au moins une 
35 cellule cible, telle que notamment une cellule tumorale ou une 
cellule infectee par un agent pathogene viral, ne produisant pas 
naturellement des anticorps, sous une forme permettant leur 



13 



administration dans 1'organisme d'un mammifere, humain ou 
animal, ainsi qu' eventuellement leur culture prealable, ladite 
cellule etant genetiquement modifiee in vitro par au moins une 
sequence d'acide nucleique contenant au moins un g^ne codant 
5 pour tout ou partie d'un anticorps exprime a la surface de 
ladite cellule cible , et ledit anticorps etant capable de se 
fixer a un polypeptide present a la surface d'une cellule 
effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper tesl que ceux 
precedemment decrits. Plus particulierement, ladite cellule 
10 cible provient soit du mammifere & traiter, soitd'un autre 
mammifere que celui a traiter. Dans ce dernier cas, LI convient 
de noter que ladite cellule cible aura subi un tradtement la 
rendant compatible avec le mammifere a traiter. SeZLon un cas 
prefere, par «mammifere» on entend designer un mammifSre humain. 

15 Un tel materiel biologique, lorsqu'il est administrS a un 

patient, et plus particulierement administre par voie 
intratumorale, est capable d'induire chez celui-ci i*ne reponse 
immunitaire a mediation cellulaire pouvant conduaire a la 
production de cytokines et a l'effet cytotoxique de s cellules 

20 effectrices qui se traduisent non seulement par l'e=limination 
des cellules administrees mais egalement a 1 'elimi nation des 
cellules voisines presentant les antigenes, notammentz tumoraux, 
susceptibles d'etre reconnus par lesdites cellules effectrices 
cytotoxiques activ^es. 

~25 w invention concerne par atUeufs 1' utilisation d r un 

materiel biologique tel que decrit ci-dessus pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee au traitemeent ou a la 
prevention de cancers ou d' infections viraD.es. Plus 
particulierement, 1' invention porte sur l'utilisa tion d'une 
30 sequence d'acide nucleique contenant au moins un g£n»e d'interet 

therapeutique et des elements assurant 1' expression — dudit gene 

in vivo dans des cellules cibles genetiquement modifi.^es par une 
dite sequence d'acide nucleique, ledit gene d'interet 
therapeutique codant pour tout ou partie d'un anticorps exprime 
35 a la surface de ladite cellule cible et capable de se fixer a 
un polypeptide present a la surface d'une cellule effectrice 
cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper et impli<gu£ dans le 
procede d' activation d'une telle cellule, pour la : preparation 
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de compositions pharmaceutiques destinies A traiter un roammif £re 
par transfert de g&ne. 

Pour la mise en oeuvre du traitement du oammiffcre 
mentionn^ dans la pr^sente invention, il est possible de 

5 disposer de compositions pharmaceutiques comprenant un materiel 
biologique tel que pr6c£demment d^crit, avantageusemenfc associS 
avec un v£hicule pharmaceutiquement acceptable pour 
1' administration £ l'homme ou A 1' animal. L' utilisation de tels 
supports est dScrite dans la literature. Ce v6hicule 

10 pharmaceutiquement acceptable est pr6f 6rentiellement isotonique, 
hypotonique ou pr6sente une faible hypertonicite et a »Jne force 
ionique relativement basse, tel que par exemple une soZLution de 
sucrose. Par ailleurs, ladite composition peut cont-enir des 
solvants, des v^hicules aqueux ou partiellement aqueux tels que 

15 de l'eau sterile, libre d' agent pyrogfcne et des mi-lieux de 
dispersion par exemple. Le pH de ces compositions 
pharmaceutiques est convenablement ajust6 et tamponn^ selon les 
techniques conventionnelles . 

Selon une variante, 1' invention concerne une composition 
20 pharmaceutique comprenant notamment un materiel biologi-que comme 
d6crit et un compos6 prot6ique naturellement responsa ble de ou 
impliqu6 dans l'activation des cellules effectrices cyfcotoxiques 
ou de lymphocytes T helper. Plus particuli^rement , un tel 

compost consistera en une cytokine (The cytokine Handtoook, 2eme 

25 Ed., Ed. A.W. Thomson, Ac. Press, Harcourt Brace & Company) ou 
une chemokine (Rollins, 1997, Blood, 90, 909-928). De facon 
pr6f£r6e, ledit compost sera l'IL2. Dans une variance de mise 
en ceuvre, le materiel biologique selon la pr^sente invention 
pourra comporter, en outre, une sequence d'ADN assurant 
30 • 1' expression d'un compost impliqu6 dans 1' activation des 

cellules effectrices cytotoxiques ou de lymphocyte s — T h e lp e r . 

Dans ce cas, cette sequence peut etre contenue dans 1 a sequence 
d'acide nucl^ique pr6c6demment d6crite ou contenue dans une 
sequence d'acide nucl6ique ind6pendante de celle contestant ledit 
35 g6ne* d' int6rSt th6rapeutique (WO 95/09241). 
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Selon une premiere possibility, le medicament peut etre 
administre directement in vivo ou par une approche ex vivo qui 
consiste £ preiever des cellules cibles au mammif&re £ traiter, 
£ les transfecter in vitro selon 1' invention et A les 
5 readministrer audit mammifere, 

Le materiel biologique selon 1' invention peut etre 
administre in vivo notamment sous forme injectable, notamment 
par voie intratumorale . On peut egalement envisager une 
injection par voie intratracheal^ intranasale, epidermique, 
intraveineuse, intra-arterielle, intramusculaire, intrapleural, 
intracerebral par seringue ou tout autre moyen equivalent. 
Selon un autre mode de realisation, on peut utiliser des 
systfcmes adaptes au traitement des voies aeriennes ou des 
muqueuses tels que 1' inhalation, 1' instillation, ou 
l'aerosolisation, par voie topique, par administration orale ou 
tout autre moyen parfaitement connu de 1'homme de l'art et 
applicable k la presente invention. L' administration peut avoir 
lieu en dose unique ou repetee, une ou plusieurs fois aprfes un 
certain deiai d' intervalle. La voie d' administration et le 
dosage les mieux appropries varient en fonction de differents 
parametres tels que par exemple l'individu ou la maladie d 
traiter, ou encore de 1'acide nucieique d transferer ou de 
1' organe/tissus cible. 



L / i nvpnf inn concerns eg al ement un e c el l ul e de mammif fe r e 




25 ne produisant pas naturcllement d' anticorps, caracterisee en ce 
qu'elle est genetiquement modifiee par au moins une sequence 
d'acide nucieique contenant au moins un gene d'interet 
th6rapeutique et des elements assurant 1' expression dudit g£ne 
dans ladite cellule, ledit g£ne d'interet th£rapeutique codant 

30 pour tout ou partie d f un anticorps exprime & la surface de 
ladite cellule genetiquement modifiee et en ce que ledit 
anticorps est capable de se fixer & un polypeptide present k la 
surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte 
T helper et implique dans le procede d' activation d'une telle 

35 cellule decrit plus haut. 

Enfin, 1' invention concerne un procede de preparation 
d'une cellule telle que decrite ci-dessus caracterise en ce que 
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l'on introduit dans une cellule de mammifere ne produisant pas 
naturellement d'anticorps, par tout moyen approprie, au moins 
une sequence d'acide nucleique contenant au moins un gene 
d'interet therapeutique et des elements assurant 1' expression 

5 dudit gene dans ladite cellule, ledit gene d'interet 
therapeutique codant pour tout ou partie d'un anticorps exprime 
a la surface de ladite cellule genetiquement modifiee et en ce 
que ledit anticorps est capable de se fixer a un polypeptide 
present a la surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou 

10 d'un lymphocyte T helper et implique dans le procede 
d' activation d'une telle cellule, puis en ce que l'on 
selectionne parmi ces cellules celles genetiquement modifiees 
par ladite sequence d'acide nucleique. 

les exemples ci-apres illustrent 1' invention sans la 

15 limiter en aucune facon. 

Legende de la Figure 1: Test de proliferation sur 
splenocytes murins (2E5 cellules/puits) actives avec des 
cellules P815 armees avec les anticorps TR310 et H57-597. Mise 
en presence pendant 5 jours. Marquage thymidine tritiee 8h. Les 

20 resultats sont exprimes en quantite de thymidine tritiee 
incorporee (10E3 cpm). 



1 - Methodes: 



1- 1 - Construction des virus MVA recombinants 

25 Afin de permettre le clonage des sequences d'acide 

nucleique codant pour differents anticorps choisis pour leur 
capacite a activer les lymphocytes T, trois hybridomes 
differents ont ete selectionnes : 

- hybridome TR310 (rat anti-Vb7 murin (IgG2b) ; ATCC HB- 
30 219; I. L.Weissman; fusion myelomes murin/splenocytes rat). 

- hybridome H57-597 (hamster anti-TCRab murin (IgG) ; ATCC 
HB-218; Kubo et ai, 1989, J. Immunology, 142: 2736-2742; fusion 
myelomes murin/spl6nocytes hamster) . 

- hybridome KT3 (rat anti-CD3e murin (IgG2a) ; Tomonari et 
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al, 1988, Immunogenetics, 28: 455-458; fusion rayelomes 
murin/spl6nocytes rat) . 

Le clonage des sequences codant pour 1' integrality des 

diff^rentes chalnes lourdes et l£gfcres de ces anticorps a 6t6 

5 realise selon deux m^thodes diff^rentes & partir des ARN totaux 
extraits des 3 hybridomes: 

a) par RT-PCR £ l'aide d' oligonucleotides specif iques ( 
Bca BEST™ RNA PCRKit, Takara Shuzo Co., Ltd; Frohman et al, 
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 8998-9002) dSfinis de 

10 maniSre & ce qu'ils s'hybrident au niveau des regions conserves 
des sequences 3 1 constante et 5 f variable codant pour les 
immunoglobulines correspondantes (voir C. A. Kettleborough et 
al, 1993, Eur. J. Immunol- 23: 206-211). Plus particulifcrement, 
ces sequences ont £t£ d6finies A l'aide des informations 

15 suivantes disponibles sur GeneBank : 

Hybridome TR310 et KT3 (chalnes lourdes et l^gfcres de 

rat) : 

-chalne lourde de type gamma: Rat 
anti-acetylcholine receptor antibody gene, rearranged Ig 
20 gamma-2a chain, VDJC region, complete cds. Author: Agius, M. A. 
and Bharati, S. 1993. Numero d'accession dans genebank=L22654 

-chalne 16g6re de type kappa: Rat 

anti-acetylcholine receptor antibody gene, kappa-chain, VJC 

region, complete cds. Author: Agius, M. A. and. Bharati, S. 1993. 
25 Unpublished. Num6ro d'accession dans genebar\k=L22653. 

Hybridome H57-597: (chalne lourde et L6g£re de hamster): 

-chalne lourde de type gamma: Cricetulus 
migrator ius IgG heavy chain mRNA, complete cds. Author: 
Whitters, M. J. and Collins, M. 1995. Immunogenetics. 42(3): 
30 227-228. Numero d'accession dans genebank=U17166. 

-chalne 16g6re de type lambda: Mus Musculus 
immunoglobulin lambda chain (IgL) mRNA, coirvplete cds. Author: 
Reidl, L. S. Kinoshita, C. M. and Steinei:, L. A. 1992. J. 
Immunol. 149: 471-480. Numero d'accession dans genebank=M94349. 
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b) par constructions de banques de cDNA en pBluescript ( 
Universal Riboclone System, Promega, Madison, USA; Maniatis et 
ai, 1982, Molecular cloning. A laboratory manual. C. S. H. 
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York) et screening de ces 
5 banques avec les fragments amplifies selon a) • 

Les chaines ainsi isoiees sont sous-clonees par 
recombinaison dans un virus MVA recombinant renfermant la 
sequence d'acide nucieique codant pour la region 
transmembranaire du virus de la rage (Modified Vaccinia Ankara; 

10 Antoine et ai, 1998, Virology, 244: 365-396 et demande de brevet 
francais n° FR 97 09152) afin d'obtenir des virus recombinants 
capables d'exprimer des anticorps fonctionnels capables de 
reconnaltre et de se lier & leur antigfcne specif ique et exprimes 
de maniere transmembranaire £ la surface des cellules 

15 recombinees. 

1 - 2 - Etude In vitro de l'effet des anticorps TR310 et 
H57-597 sur la proliferation de spienocytes murins. 

20 Des spienocytes murins (souche DBA/2) ont ete stimulus 

avec des cellules tumorales murines P815HT (souche C57/B16; 
Acres et ai, 1993, J. Immunother. 14: 136-143) en presence de 
l'un ou 1' autre des deux anticorps (TR310 et H57-597) purifies 
& partir des surnageants d'hybridome correspondant, pendant lh 

"25 a 37°C. La presence A la surface des cellules P815HT de 
recepteurs & immunoglobulines de type Fc permet le recouvrement 
desdites cellules avec les anticorps, Aprfcs 5 jours d' incubation 
entre les cellules P815 pr6sentant £ leur surface les anticorps 
seiectionnes et les spienocytes, la proliferation des 
30 lymphocytes T est mesur6e par un test d r incorporation de 

thymidine tritiee (Gimmi et aJ, 1996, NaL, Meci. 12: 1367^1371), 



Par ailleurs, lors de cette etude, plusieurs parametres 
ont ete analyses: 
35 * a) nombre de cellules P815 presentant £ leur surface les 

anticorps seiectionnes necessaire k la stimulation ; 

b) co-stimulation 6ventuelle £ l'aide d' IL-2 recombinante 
humaine au jour 4 (100 ng/ml soit 50 Ul/ml; R&Dsystems) 
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1 - 3 - Etude de la reponse Th (T helper) associte & la 
stimulation des splenocytes par les differents anticorps (TR310 
et H57-597J presentes £ la surface des cellules P815. 

Pour evaluer cette reponse, les surnageants du test de 
5 proliferation precedent, realise en presence d'IL-2 recombi nante 
humaine, ont ete preleves au jour 4 ou 5, La presence dan<s ces 
surnageants d'IL-4 (reponse de type Th2) ou d'lFNy (repon-se de 
type Thl) a ete mesure & l'aide de kits specif iques dispon ibles 
dans le commerce, selon les recommandations du fournisseur (Kit 
10 Quantikine, R&D systems). 

2 - RSsultats 

2 - 1 - Etude in vitro de l'effet des anticorps TR3 10 et 
15 H57-597 sur la proliferation de splenocytes murins. 

2 - 1 - 1 - ContrCles 
Parallelement & cette etude, un certain nombre de t6 inoins 
ont egalement ete analyses. 
20 II s'agit plus particulierement de mesurer les e ffets 

observes dans des conditions identiques au test propremen t dit 
de : 

RPMI CT: temoin negatif renfermant le milieu seul. 

Spleno: temoin negatif renfermant les eel lules 
25 splenocytes seules. 

Spleno + P815 +/- IL-2: temoin negatif renfermairt les 
cellules splenocytes + les cellules P815 cibles non arn\6e=s, en 
presence ou en absence (+/-) d'IL-2 (100 ng/ml) ajoutee am jour 
4. 

30 Spleno + P815/R2 +/- IL-2: temoin negatif renfermant les 

cellules splenocytes + les cellules P815 cibles portant da leur 

surfac e un antic o r p s neutr e (non capable U'imJuiie l'acliu/ation 

des lymphocytes) +/- IL-2 (100 ng/ml) ajoutee au jour 4. 

Spleno + ConA: temoin positif correspondant & la 
35 stimulation des splenocytes murins £ l'aide de la Concanawaline 
A (10 ^lg/ml) qui est un mitogene murin puissant. 

Spleno + PHA-P: temoin positif correspondant A la 
stimulation des splenocytes murins & l'aide d»e la 



20 



10 



phytoh^matogluttinine A (1 |.ig/ml) qui est un mitogdne humain 
puissant . 

2 - 1 - 2 - Test 

P815/TR310 (20000/2000/200)+/-IL-2: Evaluation de la 
stimulation de spl^nocytes murins par des cellules P815 cibles 
portant & leur surface un anticorps TR310 (2E4, 2E3, 2E2 
cellules/test) en presence ou non d'IL-2 recombinante humaine 
£ partir de J+4. 



P815/H57-597 (20000/2000/200) +/-IL-2 : Evaluation de la 
stimulation de spl£nocytes murins par des cellules P815 cibles 
portant k leur surface un anticorps H57-597 (2E4, 2E3, 2E2 
cellules/test) en presence ou non d'IL-2 recombinante humaine 
15 6 partir de J+4. 

Les r6sultats de stimulation obtenus sont pr6sent6s sur 
la Figure 1. Ces r6sultats montrent que la presentation 
d' anticorps «activateurs» de lymphocytes T £ la surface des 

20 cellules cibles P815 permet 1' activation et la proliferation de 
spl£nocytes murins (visualisSes par 1' incorporation de thymidine 
triti^e) . L'ajout d' interleukine-2 recombinante humaine ne 
semble pas amplifier cette stimulation anticorps-d4pendante. Par 
ailleurs, nous avons 6galement montr£ que 1' activation des 

25 lymphocytes telle que mesur6e s'accompagne de la lyse des 
cellules cibles P815. 

2 - 2 - Etude de la r£ponse Th (T helper) associ£e & la 
stimulation des splSnocytes par les diff£rents anticorps (TR310 
30 et H57-597) . 

Les r^sultats observes sont pr£sent£s sur le Tableau 1 

suivant qui indique les mesures des dosages de 1' IL-4 et de 
1'IFNy apr^s activation de spl^nocytes murins par les anticorps 
TR310 et H57-597 presents & la surface de cellules tumorales 
35 murines P815. 
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cellules 
activatrices 


P815 
2000 
cellules/test 


P815-TR310 
2000 
cellules/test 


P815-H57-597 

2000 
cellules/test 


dosage de 
l'IL-4 
produite en 
pg/ml 


0 


31 


23.5 


dosage de 
l'IFNg 
produite en 
pg/ml 


0 


92.9 


162.75 



Ces dosages montrent que les anticorps TR310 et H57-597 
dans un contexte de presentation membranaire induisent les 2 
types de r£ponse Thl et Th2 (tableau 1) . Les anticorps TR310 et 
H57-597 sont done capables lorsqu'ils sont pr6sent6s £ la 
surface de cellules tumorales d'activer une r£ponse de type 
«helper» Thl mais aussi Th2 en se liant k leur r^cepteur 
membranaire present a la surface des cellules T CD4+. La 
secretion de ces cytokines permet en particulier d'augmenter la 
r^ponse immunitaire dirig£e contre les cellules tumorales. 
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REVENP1CAT10NS 

1 - Materiel biologique pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinies au traitement de 
mammiferes comprenant : 

5 - soit au moins une sequence d'acide nucieique contenant 

au moins un g&ne d'interet therapeutique et des elements 
assurant 1' expression dudit gfene in vivo dans des cellules 
cibles destinies £ etre gen6tiquement modifi6es par ladite 
sequence d'acide nucieique ; 

10 - soit au moins une cellule cible nei produisant pas 

naturellement des anticorps et genetiquement modifiee In vitro 
par au moins une sequence d'acide nucieique precedente, 

caracterise en ce que ledit gfcne d' interfit therapeutique 
code pour tout ou partie d'un anticorps qui sera exprime £ la 
15 surface de ladite cellule cible et en ce que ledit anticorps est 
capable de se fixer & un polypeptide present k la surface d'une 
cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper, et 
impliquG dans le procede d' activation d'une telle cellule. 

2 - Materiel biologique selon la revendication 1 
20 caracterise en ce que ladite sequence d'acide nucieique est sous 

la forme d'une sequence d'ADN ou d'ARN nue . 

3 - Materiel biologique selon la revendication 1 

caracterise en ce que ladite sequence d'acide nucieique est un 
vecteur permettant le transfert dudit g£ne d'interet 
25 therapeutique dans lesdites cellules cibles. 

4 _ Materiel biologique selon la revendication 3 
caracterise en ce que ledit vecteur est un vecteur viral. 

5 - Materiel biologique selon Ta revendication T~ 
caracterise en ce que ledit vecteur viral est un vecteur 

30 adenoviral, retroviral, un poxvirus, notamment derive du virus 
de la vaccine ou du Modi fed Virus Ankara (MVA) . 

6 - Materiel biologique selon la revendication 3 
caracterise en ce que ledit vecteur consiste en au moins une 
dite sequence d'acide nucieique complexee ou conjuguee £ au 
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moins une molecule ou substance porteuse seiectionne parmi le 
groupe consistant en un amphiphile cationique, notamment un 
lipide cationique, un polymfcre cationique ou neutre, un compose 
polaire protique notamment choisi parmi le propylene glycol, le 
polyethylene glycol, le glycerol, l'ethanol, la 1 -methyl . L -2- 
pyrrolidone ou leurs derives, et un compose polaire aprotique 
notamment choisi parmi le dimethylsulfoxide ( DMSO) , le 
diethylsulfoxide, le di-n-propylsulfoxide, le dim^ttnylsulf one, 
le sulfolane, la dimethylformamide, le dimethylacet tamide, la 
tetramethyluree, 1' acetonitrile ou leurs derives. 

7 - Materiel biologique selon l'une quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que ladi^te sequence 
d'acide nucieique contient un g£ne codant pour la chslne lourde 
d'un anticorps capable de se fixer £ un polypeptide present a 
la surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un 
lymphocyte T helper, et implique dans le procede d' activation 
d'une telle cellule, fusionn£e avec un polypeptide 
transmembranaire . 

8 - Materiel biologique selon la revenciication 7 
caracterise en ce que ladite sequence d'acide nucieiq^je contient 
en outre un gene codant pour la chalne legere d'ura anticorps 
capable de se fixer d un polypeptide present & la suzrface d'une 
cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper, et 
implique dans le procede d' activation d'une telle cellule. 



9 - Materiel biologique selon la revendicatdLon 7 ou 8 
caracterise en ce que ledit polypeptide transmembrranaire est 
seiectionne parmi le groupe consistant en une glycopr oteine, une 
lipoproteine, un recepteur membranaire. 

10 - Materiel biologique selon la revencdication 9 
-40 caract e rise on co que — ledit polypeptide transm e mb wr anaire e st 

seiectionne parmi le groupe consistant en la glyco^roteine du 
virus de la rage, la gpl60, le CD4. 

11 - Materiel biologique selon l'une queL-conque des 
revendications precedentes caracterise en ce que ledit 
polypeptide present d la surface d'une cellule effectrice 
cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper et impligue dans le 
procede d' activation d^une telle cellule est un rteepteur. 
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12 - Materiel biologique selon la revendicat- ion 11 
caract£ris6 en ce que ladite cellule effectrice cytotoxi que est 
s£lectionn£e parmi le groupe consistant en les macrophag" es , les 
lymphocytes T cytotoxiques (TCL) et les cellules tueuse s (NK) , 

5 ou leurs cellules d6riv£es. 

13 - Materiel biologique selon les revendicatioa s 11 et 
12 caract6ris6 en ce que ledit r6cepteur est s^lectiona 6 parmi 
le groupe consistant en tout ou partie du complexe TC», plus 
particuliferement le TCR-a, le TCR-p ou le CD3 , le CD© , CD4, 

10 CD28, LFA-1, 4-1BB, CD47, CD2, CD9, CD45, CD40, les r6c- epteurs 
de cytokines, telles que IL-7, IL-4, IL-2, IL-15 ou GM- CSF, le 
Val4NKT, NKAR, le r£cepteur Fc. 

14 - Materiel biologique selon 1' une quelcongue des 
revendications pr6c6dentes caract6ris£ en ce que ladite cellule 

15 cible est une cellule de mammiffere tumorale, une celJlule de 
mammif6re infectSe par un agent pathog^ne viral ou une cellule 
de mammiffere infect^e par un agent pathog^ne bact^rien- 

15 - Materiel biologique selon la revendicaation 1 
caract6ris6 en ce qu'il est constitu£ par au moins une cellule 

20 cible ne produisant pas naturellement des anticorps, s^ous une 
forme permettant leur administration dans 1' organisrme d'un 
mammif&re ainsi qu' 6ventuellement leur culture pr^alable^ ladite 

cellule 6tant g£n£tiquement modifi^e in vitro par au moins une 

sequence d'acide nucl^ique contenant au moins un g£n= codant 

25 pour tout ou partie d'un anticorps exprim£ A la sur-face de 
ladite cellule cible et en ce que ledit anticorps est capable 
de se fixer & un polypeptide present k la surface d'une cellule 
effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper, et . impliqu£ 
dans le proc£d£ d' activation d'une telle cellule. 

30 16 - Materiel biologique selon la revendica .tion 15 

caract6ris6 en ce que lesdites cellules cibles proviemnent du 
mammif£re & traiter. 

" 17 - Materiel biologique selon la revendicamtion 15 
caract6ris6 en ce que lesdites cellules cibles provienment d' un 
35 autre mammiffere que celui & traiter et ont subi un tr-aitement 
les rendant compatibles. 
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18 - Materiel biologique selon l'une des revendications 
1 & 17, caracteris6 en ce qu'il comporte, en outre, au moins une 
sequence d'ADN assurant 1'expression d'un compost implique dans 
l'activation des cellules effectrices cytotoxiques ou de 

5 lymphocytes T helper, 

19 - Utilisation d'un materiel biologique selon I'une des 
revendications 1 £ 18 pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement ou d la prevention de 
cancers ou d' infections virales. 

10 20 - Utilisation d'une sequence d'acide nucieique 

contenant au moins un gene d'interet therapeutique et des 
elements assurant 1' expression dudit gene in vivo dans des 
cellules cibles genetiquement modifiees par une dite sequence 
d'acide nucieique, ledit gene d'interfit therapeutique codant 

15 pour tout ou partie d'un anticorps exprime & la surface de 
ladite cellule cible et capable de se fixer A un polypeptide 
present & la surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou 
d'un lymphocyte T helper, et implique dans le procede 
d' activation d'une telle cellule, pour la preparation de 

20 compositions pharmaceutiques destinees £ traiter un mammifere 
par transfert de gene. 

21 - Composition pharmaceutique comprenant un materiel 
biologique selon l'une des revendications 1 & 18, 

avantagousom e nt e« association avcc Uft v6hicule 

25 pharmaceutiquement acceptable. 

22 - Composition pharmaceutique selon la revendication 

21, comprenant un materiel biologique selon l'une des 
revendications 15 & 17 et un compose naturellement responsable 
de l'activation des cellules effectrices cytotoxiques ou de 

~36 lymphocytes T helpei. 

23 - Composition pharmaceutique selon la revendication 

22, caracterisee en ce que ledit compose est une cytokine ou une 
chemokine . 

24 - Cellule de mammifere ne produisant pas naturellement 
35 d' anticorps, caracterisee en ce qu'elle est genetiquement 

modifiee par au moins une sequence' d' acide nucieique contenant 
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au moins un gene d' interet therapeutique et des Elements 
assurant 1' expression dudit gene dans ladite cellule, ledit gene 
d' interet therapeutique codant pour tout ou partie d'un 
anticorps exprime a la surface de ladite cellule genetiquement 
5 modifiee et en ce que ledit anticorps est capable de se fixer 
a un polypeptide present & la surface d'une cellule effectrice 
cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper, et implique dans le 
procede d' activation d'une telle cellule. 

25 - Procede de preparation d'une cellule selon la 
10 revendication 22, caracterise en ce que l'on introduit dans une 
cellule de marnmifere ne produisant pas naturellement 
d' anticorps, par tout moyen approprie, au moins une sequence 
d'acide nucleique contenant au moins un gene d' interet 
therapeutique et des elements assurant 1' expression dudit gene 
15 dans ladite cellule, ledit gene d'interet therapeutique codant 
pour tout ou partie d'un anticorps exprime a la surface de 
ladite cellule genetiquement . modifiee et en ce que ledit 
anticorps est capable de se fixer a un polypeptide present a la 
surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte 
20 T helper, et implique dans le procede d' activation d'une telle 
cellule, puis en ce que l'on selectionne parmi ces cellules 
celles genetiquement modifiees par ladite sequence d'acide 
nucleique . 
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feoille recdfi& 



au moins un gene d' interet therapeutique et des elements 
assurant 1' expression dudit gene dans ladite cellule, ledit gene 
d' interet" therapeutique codant pour tout ou partie d'un 
anticorps exprime a la surface de ladite cellule genetiquement 
5 modifiee et en ce que ledit anticorps est capable de se fixer 
a un polypeptide present a la surface d' une cellule effectrice 
cytotoxique ou d'un lymphocyte T helper, et implique dans le 
procede d' activation d'une telle cellule. 

25 - Procede de preparation d'une cellule selon la 
10 revendication 24, caracterise en ce que l'on introduit dans une 
cellule t de mammifere ne produisant pas naturellement 
d' anticorps, par tout moyen approprie, au moins une sequence 
d'acide nucleique contenant au moins un gene d' interet 
therapeutique et des elements assurant 1' expression dudit gene 
15 dans ladite cellule, ledit gene d' interet therapeutique codant 
pour tout ou partie d'un anticorps exprime a la surface de 
ladite cellule genetiquement modifiee et en ce que ledit 
anticorps est capable de se fixer a un polypeptide present a la 
surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte 
20 T helper, et implique dans le procede d' activation d'une telle 
cellule, puis en ce que l'on selectionne parmi ces cellules 
celles genetiquement modifiees par ladite sequence d'acide 
nucleique . 
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